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□ascription 

La pr6sente invention concerne des vecteurs d'expression de la sequence d'ADN codant pour une 
hirudine ou des analogues de l'hirudine, la secretion de I'hirudine dans le milieu de culture des levures 
5 transformees par ces vecteurs et des procedes permettant d'obtenir par fermentation une hirudine active 
ainsi que l'hirudine obtenue. 

L'activite anti-coagulante qui se trouve dans les glandes salivaires des sangsues medicinales, Hirudo 
meojcinaljs , provient d'un petit polypeptide que Ton appelle I'hirudine (1). Cet inhibHeur tres specifique et 
trfes efficace de la thrombine a 6\6 largement £tudi£ ces derniers temps car il presents potentiellement un 
ro agent therapeutique tres interessant Toutefois, la difficulty extreme et le coQt de son isolement et de sa 
purification ont empeche qu'il soit utilise plus largement, ou meme qu'il puisse etre etudie sur le plan 
clinique. 

La possibility de production de I'hirudine par le clonage des gfcnes, et leur expression grace k la 
technique des ADN recombinants, a d€ji 6f6 montrge par le clonage d'un g&ne naturel de sangsue codant 

75 pour I'hirudine et {'expression dans le microorganisme E. coli (Demande de brevet frangais n * 84 04755 au 
nom de la Demanderesse deposee le 27 mars 1984). Meme si un peptide ayant une activite biologique a 
pu etre produit dans E. coli , il est tres important de produire de I'hirudine dans d'autres types de 
microorganismes. En effet, 1'utiiisation de I'hirudine en clinique exige une trfes grande puretg du produit, et 
I'elimination des contaminants pyrogeniques pourraft poser des problemes a la purification de I'hirudine a 

20 partir d'extraits du colibacille. 

De plus, I'hirudine synthetisee par E. coli reste intracellulaire et doit done etre purifiee a partir d'un tres 
grand nombre de peptides de E. coli . Pour ces raisons, il etait interessant de fair© exprimer le gfene de 
I'hirudine dans la levure qui ne produit pas de substances pyrog&nes ou toxiques pour I'homme et qui est 
capable de s£cr£ter des proteines dans le milieu de culture 

25 Le m£canisme d'action de I'hirudine comme anti-coagulant commence seulement k §tre compris. Le 
substrat pour la fixation de I'hirudine est la thrombine, qui est une enzyme proteolytique, qui, par activation 
(par le facteur X active) a partir de sa forme zymogene, la prothrombins, coupe le fibrinogene dans le flux 
circulatoire pour le transformer en fibrine qui est necessaire a la formation du caillot de sang. La constante 
de dissociation du complexe thrombine-hirudine 1:1 (0,8 x 10~ 10 ) indique une association extremement 

30 forte entre ces molecules (2). Pratiquement, on peut considerer le complexe non-covalent entre ces deux 
molecules comme indissociable in vivo . 

L'hirudine est un inhibiteur tres specifique de la thrombine, avec une affinite beaucoup plus elevee que 
le substrat naturel, le fibrinogene. En outre, il n'est pas necessaire d' avoir d'autres facteurs de coagulation 
ou d'autres constituants du plasma. L'activitg anti-thrombinique specifique et trfes importante de I'hirudine 

35 rend evidente son application clinique en tant qu'anti-coagulant 

L'hirudine a ete etudiee de fapon tres importante chez I'animal pour ses proprietes anti-coagulantes. 
L'etude la plus detaillee (3) decrit l'activite de I'hirudine dans la prevention des thromboses veineuses, des 
occlusions vasculaires et des coagulations intravasculaires disseminSes (DIC) chez le rat L'hirudine est 
bien toleree par les rats, les chiens, les lapins et les souris lorsqu'elle est sous forme tres purifiee et 

40 injectee par voie intra-veineuse. La DL50 dans les souris est superieure a 500 000 U/kg de poids corporel 
(c'est-l-dire 60 mg/kg). Une autre etude (4) indique que les souris tolerent des doses allant jusqu'a 1 g/kg 
et que les lapins tolerent a la fois par voie irrtraveineuse et par voie sous-cutanee jusqu'a 10 mg/kg. Chez 
les souris, des injections repetees pendant une periode de deux semaines ne conduisent pas h des 
reactions de sensibilisation. 

45 En outre, I'hirudine chez I'animal experimental est rapidement lliminee (demi-vie de I'ordre de 1 
heure) encore sous forme biologiquement active par I'intermediaire des reins (3). 

Deux autres etudes independantes, I'une utilisant les chiens (5) et I'autre (6) demontrant Tactivite de 
l'hirudine dans la prevention des DIC chez les rats, sont en accord avec les resultats positifs de Markwardt 
et de ses collaborateurs. Ces chercheurs ont recemment public la premifere analyse in vivo des effets de 

50 I'hirudine naturelle sur le systeme hemostatique humain (7). Le materiel a montre les effets biologiques 
attendus sans indication d'effets secondaires toxiques. 

On a aussi pu demontrer que l'hirudine previent les DIC induits par les endotoxines dans les cochons 
(8) et ainsi constitue une solution potentielle aux probl&mes tr^s s^rieux pos^s par les endotoxinSmies qui 
conduisent h une mortalite elevee chez les cochons. 

55 Une seule publication tres recente (9) decrit 1'administration irrtraveineuse et sous-cutanee d'hirudine a 
I'homme. Six volontaires ont ete utilises pour evaluer la pharmacocinetique et les effets sur le systeme 
hemostatique d'une dose unique (1 000 AT-U/kg) d'hirudine. L'hirudine admintstree par voie intraveineuse 
pr^sente une demi-vie de 50 minutes et on retrouve 50 % de i'hirudine sous forme active dans I'urine, 
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pendant 24 heures apres Tinjection. On observe une prolongation du temps de coagulation (mesure in vitro, 
pour la thrombine, la thromboplastins et la prothrombins) en fonction de la concentration d'hirudine dans le 
plasma, ce qui montre que la molecule garde son activite biologique dans la circulation du sujet. On 
n'observe pas de changement dans le nombre de plaquettes, dans le taux de fibrinogene ni dans le 

5 systems fibrinolytique. Les injections d'hirudine sous-cutanees comme intraveineuses sont bien tolerees et 
ne provoquent pas d'effet secondaire. Pour tester rapparition eventuelle de reactions aliergiques, 2 
injections intracutanees ont ete administrees aux memes sujets, k 4 semaines d'intervalle ; on n'a observe 
aucun signe de sensibilisation. De plus, on ne detecte pas d'anticorps anti-hirudine dans le serum. 

Ces Etudes suggerent que I'hirudine peut constituer un agent clinique int6ressant comme anti- 

ro coagulant. La pre-phase de coagulation du sang n'est pas affectee compte tenu de la haute specrficite de 
Taction de I'hirudine. L'activite anti-thrombinique est dependant© de la dose et I'effet de I'hirudine est 
rapidement reversible compte tenu de son elimination renale rapide. On a pu mettre en evidence que 
i'hirudine est tres supeVieure & I'hSparine pour (e traitement des DIC (3, 6) comme cela pouvait §tre attendu 
compte tenu du fait que la DIC est accompagnee par une d£croissance de 1'anti-thrombine III (un co-facteur 

75 necessaire pour Taction de Theparine) et un relarguage du facteur de plaquette 4 qui est un agent tres 
efficace anti-heparine. 

Une etude a mis en evidence la possibility que I'hirudine puisse etre absorbee par la peau des etres 
humains (10) bien que les r£sultats obtenus restent quelque peu difficiles k interpreter. 

Des preparations commerciales d'extrarts bruts acellulaires de sangsues sont disponibles en pommade 
20 (Hirucreme, Societe Nicholas, France ; Exhirud-Blutgel, Plantorgan Werke, RFA), mais des tests comple- 
mentaires avec des doses plus importantes d'un materiel hautement purifie sont necessaires pour etablir s'il 
s'agit \h d'une voie d'administration interessante. De fa$on g6n6rale, les voies d'administration preterms 
sont les voies intraveineuses, intramusculaires et la voie percutanee. D'autres voies d'administration ont ete 
rapportees pour i'hirudine, notamment la voie orale (5SM N • 3 792 M). 
25 Ce produrt peut ggalement, en combinaison avec d'autres composants, etre utilise dans le traitement du 
Psoriasis et d'autres desordres cutanes du meme type comme cela est decrit dans le DOS 2 101 393. 

L'hirudine peut etre, en outre, utilisee a titre d'anti-coagulant dans les tests cliniques en laboratoires et 
comme outil de recherche. Dans ce cas, la haute specifiche pour une etape unique dans la coagulation du 
sang peut presenter un avantage considerable par rapport aux anti-coagulants utilises le plus souvent et 
30 dont Taction est beaucoup moins specifique. 

En outre, I'hirudine peut etre tres utile comme agent anti-coagulant dans les circuits extra-corporels et 
dans les systemes de dialyses ou elle peut presenter des avantages considerables par rapport aux autres 
anti-coagulants, en particulier s'il peut 6tre immobilise* sous forme active sur la surface de ces systemes 
circulatoires artificiels. 

35 L'activite de fixation de I'hirudine sur la thrombine peut, en outre, permettre la protection indirecte de 

facteurs de coagulation tels que le facteur VIII, lors de sa purification. 

Finalement, Tutilisation de I'hirudine marquee peut constituer une methode simple et efficace pour 

mesurer les taux de thrombine et de prothrombine. En particulier, I'hirudine marquee peut etre utilisde afin 

de visualiser les caillots en formation car le phenomene de coagulation implique la transformation de la 
40 prothrombine circulante en thrombine au site de formation, I'hirudine marquee venant se fixer sur la 

thrombine et pouvant etre visualise©. 

II est en outre possible de prevoir Tutilisation directe des levures transformees a titre de medicament 

liberant de Thirudine, par exemple en etalant une creme contenant lesdites levures qui secretent de 

Thirudine sur la peau. 

45 En r£sum£, Thirudine selon Tinvention pnSsente un grand nombre duplications possibles : 

1 * ) comme anti-coagulant dans des conditions thrombotiques critiques pour la prophylaxie et la 
prevention de Textension des thromboses existarrtes ; 

2*) comme anti-coagulant pour reduire les hematomes et les enflures apres les micro-chirurgies, 
situations oD Ton fait une utilisation importante de sangsues vivantes ; 
so 3*) comme anti-coagulant dans des systemes de circulation extracorporeile et comme agent anti- 
coagulant pour revetir des biomateriaux synthetiques ; 

4*) comme anti-coagulant dans les tests cliniques des echantillons de sang dans les essais de 
laboratoires ; 

5* ) comme anti-coagulant dans la recherche clinique sur la coagulation et comme outil experimental ; 
55 6*) comme agent topique possible pour ('application cutanee dans le traitement des hemorroTdes, des 
varices et des oedemes ; 

7 9 ) comme composant dans le traitement des Psoriasis et autres desordres apparentes ; 
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8*) enfin, I'hirudine peut etre utilisee pour fixer la thrombins lors de la conservation du sang et de la 
preparation de derives du sang (plaquettes, facteurs VIII et IX). 

A titre indicatif , I'hirudine peut §tre utilise dans les compositions th£rapeutiques & des concentrations 
correspondant a 100-50 000 U anti-thrombiniques/kg par jour. 
5 L'hirudine etant soluble dans I'eau, il est aise d'obtenir des compositions pharmaceutiques injectables 
ou applicables par d'autres voies en utilisant des supports et vehicules pharmaceutiquement acceptables. 

Enfin, il est possible d'utiliser de rhirudine marquee sort par un marquage radioactif ou par tout autre 
type de marquage enzymatique ou fluorescent realise par des techniques connues afin d'effectuer des 
dosages in vitro ou de I'imagerie in vivo, en particulier pour visualiser la formation de caillots. 
10 Une preparation d'hirudine a partir de I'animal entier a ete utilisee pour determiner la sequence 
d'acides amines de la proteine (11,12). Dans les experiences suivantes on a clone un gene qui s'exprime 
en ARN messager dans les teles des sangsues a jeun. Ce gene porte une information pour une proteine 
(hirudine variante 2 ou HV-2) dont la sequence est significativement difterente de celle que Ton trouve dans 
tout le corps de I'animal (proline variante appelie HV-1). II y a 9 differences en residus aminoacyles entre 
76 HV-1 et HV-2 et les differences entre les deux residus Nhfe-terminaux (val-vaJ ou ile-thr) peuverrt expliquer 
les apparentes contradictions dans la litterature concernant Textremite NH 2 -terminale de l'hirudine (13). 

La figure 1 montre les sequences de DNA du plasmide recombinant pTG717 qui contient une copte du 
cDNA correspondant au mRNA de HV-2, ainsi que la sequence en acides amines dedurte de la sequence 
du DNA, en b), et les differences entre cette sequence et la sequence en acides amines de HV-1, en c). 
20 Un variant de rhirudine HV1 est decrit dans FEBS LETTERS, 1984, vol. 105 (2), pages 180-184. 

II convient de noter que la sequence du cDNA n'est probablement pas complete et qu'il peut exister 
une sequence-signal en amont du d£but de la proteine mature. 

L'expression du cDNA d'HV-2 dans les microorganismes montre que la proline correspondante a une 
activity antithrombine. 

25 Bien que les experiences suivantes aient et£ realises avec le variant HV-2, dans ce qui suit on 

designers par "hirudine" et "gene codant pour rhirudine" aussi bien Tune que Tautre des variantes, c'est-a- 

dire HV-1 ou HV-2 de meme eventuellement que d'autres variantes, et les sequences correspondantes, 

sauf indication contraire. 

L'un des objets de la prSsente invention est la preparation d'hirudine par des levures. 
30 Les levures sont des organismes eucaryotes unicellulaires. Le genre de levure Saccharomyces 

comprend des souches dont la biochimie et la genetique sont etudiees intensivement en laboratoire ; il 

comprend egalement des souches utilisees dans I'industrie alimentaire (pain, boissons alcoolisees, etc.) et 

produites par consequent en trfes grande quantite. 

La facilite avec laquelle on peut manipuler la genetique des cellules de Saccharomyces cerevisiae , soit 
35 par les techniques classiques, soit par fes techniques derrvees du genie genetique, et encore mieux par la 

combinaison de ces deux types de technique, et la longue histoire industrielle de cette espece en font un 

hote de choix pour la production de polypeptides etrangers. 

EP-A-123 294 decrit des vecteurs de transformation de levure assurant la secretion de polypeptides 

precurseurs hybrides permettant la recuperation du polypeptide desire. 
40 EP-A-1 16 201 decrit des vecteurs de secretion dans les levures utilisant la sequence leader du facteur 

alpha. 

EP-A-1 29 073 decrit I 'expression par des levures du GRF en utilisant notamment des elements issus du 
gene du facteur alpha. 

EP-A-123 544 decrit la secretion de proteines en utilisant des elements provenant de gfcnes du facteur 
45 alpha. 

C'est pourquoi la presents invention conceme plus particulierement un bloc fonctionnel d'ADN permet- 
tant la preparation de l'hirudine a partir de levure, caracterise en ce qu'il comporte au moins : 
. le gene de rhirudine ou d'un de ses variants (ci-apres gene H) ; 

. une sequence d'ADN (S tr ) comportant les signaux assurant la transcription du gfene H par la levure. 
so Ce bloc fonctionnel, integre dans un plasmide ou dans les chromosomes d'une levure, de preference 
du genre Saccharomyces , pourra permettre, apres transformation de ladite levure, l'expression de I'hirudi- 
ne, soit sous forme active, soit sous forme d'un precurseur inactif, pouvant regenerer I'hirudine par 
activation. 

L'inter&t de Saccharomyces cerevisiae est que cette levure est capable de setter quelques proteines 
55 dans le milieu de culture, I'etude des mecanismes responsables de cette secretion est en plein essor,et on 
a montre qu'il etait possible de faire secreter a la levure, apres manipulations adhoc, des hormones 
humaines correctement processees et en tous points semblables a celles que Ton trouve darts le serum 
humain (14, 15). 
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Dans le cadre de la presente invention, cette propriete est mise a profit pour obtenir la secretion de 
I'hirudine car ceci presente de nombreux avantages. 

Tout d'abord, la levure secrete peu de prolines, ce qui a I'avantage de permettre, si on arrive k diriger 
la secretion d'une proteine etrangere donnee a un haut niveau, d'obtenir dans le milieu de culture un 
5 produit pouvant representer un pourcentage eleve de proteines totales secretees, et done de facilher le 
travail de purification de la proteine recherchee. 

II existe plusieurs proteines ou polypeptides secretes par la levure. Dans tous les cas connus, ces 
proteines sont synthetisees sous forme d'un precurseur plus long dont la sequence Nhfe -terminate est 
decisive pour PerrtrSe dans le chemin m£tabolique conduisant k la s£cr£tion. 
10 La synthese dans la levure de proteines hybrides contenant la sequence Nhfe-terminale d'un de ces 
precurseurs suivie de la sequence de la proteine etrangere peut, dans certains cas, aboutir a la secretion 
de cette proteine etrangere. Le fait que cette proteine etrangere soit synthetisee sous forme d'un 
precurseur, done en g6n€ral inactif, permet de protSger la cellule contre ies effets toxiques £ventuels de la 
molecule recherchee, le clivage qui libfcre la proline active ne se faisant que dans des v6sicules issues de 
75 Tappareil de Golgi qui isolent la proteine du cytoplasms. 

L'utilisation des chemins metaboliques conduisant a la secretion pour faire produire a la levure une 
proteine etrangere a done plusieurs avantages : 

1 ■ ) il permet de recuperer dans le surnageant de culture un produit raisonnablement pur ; 

2 ■ ) il permet de proteger la cellule contre les effets toxiques possibles de la proteine mature. 

20 3«) D'autre part, les proteines secretees peuvent, dans certains cas, subir des modifications (glycosyla- 
tion, sulfatation, etc.). 

C'est pourquoi les blocs depression selon I'invention auront plus particulferement la structure suivante 

— S tr — Lex— S c j— gfene H— 
25 Ux code pour une sequence leader n£cessaire & 

r excretion de la proteine correspondant au gene H ; 
Soi est une sequence d'ADN codant pour un site de clivage ; en outre, ('element S d -gene H peut etre 
repete plusieurs fois. 

On a choisi comme exemple de syst&me de secretion celui de la pheromone alpha, e'est-^-dire 
30 que.dans la sequence precedente, la sequence Lex provient du gene de la pheromone sexuelle alpha de 
levure, mais d'autres systemes pourraient etre utilises (par exemple le systeme de la proteine Killer) (14). 

La pheromone sexuelle a de levure est un peptide de 13 amino-acides (encadres sur la figure 2) qui est 
sScrStS dans le milieu de culture par les levures S. cerevisiae de type sexuel Mate . Le facteur a arrete les 
cellules de type sexuel oppos£(Mata) en phase G1 et induit des changements biochimiques et morphologi- 
es ques necessaires a la copulation des deux types de cellules. Kurjan et Herskowitz (17) ont clone le gene 
structural du facteur a et ont deduit de la sequence de ce gene que ce facteur a de 13 amino-acides etait 
synthetise sous forme d'une pre-pro-proteine precurseur de 165 amino-acides (figure 2). Le precurseur 
contient une sequence hydrophobe amino-terminale de 22 r£sidus (soulign£e en pointing) suivis d'une 
sequence de 61 amino-acides contenant 3 sites de glycosylate suivis enfin de 4 copies du facteur a. Les 
40 4 copies sont separees par des sequences "spacer" et la proteine mature est liberee a partir du precurseur 
grace aux activites enzymatiques suivarttes : 

1*) une endopeptidase de type cathepsin B qui coupe en COOH des dipeptides Lys-Arg (site de 
coupure indique par une fleche grasse) ; 

2*) une exopeptidase de type carboxy peptidase B qui coupe les residue basiques en COOH des 
45 peptides excises ; 

3*) une dipeptidyl-aminopeptidase (dite A) qui enleve les residus Glu-Ala et Asp-Ala. 
La sequence nucleotidique de ce precurseur comporte, en outre, 4 sites de restriction Hind lll indiques 
par une fleche H. 

On a realise plusieurs fusions entre le g&ne de la pheromone a et la sequence mature de I'hirudine. Les 
so cellules de levure de type Mater peuvent exprimer ces genes fusionnes. Les proteines hybrides correspon- 
dantes peuvent alors etre processees grace aux signaux qu'elles contiennent et qui proviennent des 
sequences pre-pro du precurseur de la pheromone a. On s'attend, par consequent, a recuperer dans le 
surnageant de culture des polypeptides ayant la sequence de I'hirudine. 

Dans une des constructions, la sequence S c , comporte h l'extr£mit£ 3' un codon ATG pr6c6dant le 
55 gene H ; la proteine fusionnee contient done une methionine immediatement en amont du premier amino- 
acide de la sequence mature de I'hirudine. Ce polypeptide, apres coupure au bromure de cyanogene, 
gen&re une molecule d'hirudine que Ton peut rendre active apres une etape de renaturation. 
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Dans d'autres constructions, les signaux de coupure normalement utilises pour produire la pheromone 
a servent h produire dans le surnageant de culture des polypeptides possgdant une activity anti-thrombine. 
Ceci est le cas lorsque la sequence S d comporte & son extreme 3' deux codons codant pour Lys-Arg, 
c'est -a-dire AAA ou AAG avec AGA ou AGG ; le polypeptide est coupe par une endopeptidase qui coupe 
s en COOH les dipeptides Lys-Arg, liberant ainsi I'hirudine. 

En particulier, rinvention concerne des constructions dans lesquelles la sequence prededant le gene de 
I'hirudine code pour Tune des sequences d'amino-acide suivants : 

1) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Trp Leu Gin Val Asp Gly Ser Met Hirudine .... 

2) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Hirudine .... 

w 3) Lys Arg Glu Ala Giu Ala Lys Arg Hirudine ... 

4) Lys Arg Glu Ala Glu Ser Leu Asp Tyr Lys Arg Hirudine... ou 

5) Lys Arg Hirudine... 

II est bien entendu possible de prevoir d'utiliser d'autres sequences qui, au niveau des acides amines, 
sont couples selectivement par une enzyme, sous reserve que ce site de clivage ne soit pas egalement 
76 present dans I'hirudine elle-meme. 

En-fin, les blocs d'expression pourront presenter, apres le gene H, une sequence de terminateur de 
levure, par exemple celui du gene PGK. 

De fapon generate, les blocs d'expression selon I'invention pourront etre integres dans une levure, en 
particulier Saccharomyces, soit dans un plasmide a replication autonome, soit dans le chromosome de la 
20 levure. 

Lorsque le plasmide est autonome, il comportera des elements assurant sa replication, c'est-a-dire une 
origine de replication telle que celle du plasmide 2u. En outre, le plasmide pourra comporter des SlSments 
de selection tels que le g&ne URA3 ou LEU2 qui assurent la complementation de levures ura3~ ou teu2~. 
Ces plasmides peuvent egalement comporter des Elements assurant leur replication dans les bacteries, 
25 lorsque le plasmide doit §tre un plasmide "navette", par exemple une origine de replication telle que celle 
de pBR322, un gene marqueur tel que Amp r etfou d'autres elements connus de I'homme de metier. 

La presente invention concerne egalement des souches de levures transformer par un bloc d'expres- 
sion selon rinvention, soit porte par un plasmide, soit integre dans ses chromosomes. Parmi ces levures, il 
faut citer plus particulferement les levures du genre Saccharomyces . notamment S. cerevisiae. 
30 Lorsque le promoteur est celui du gene de la pheromone a, la levure sera de preference de type sexuel 
Mafa. On utilisera, par exemple, une souche de genotype ura3~ ou Ieu2~ ou autre, complements par le 
plasmide pour assurer le maintien du plasmide dans la levure par une pression de selection appropriee. 

Bien qu'il soit possible de preparer I'hirudine par fermentation des souches transformees pr£c£dentes 
sur un milieu de culture adapte, par accumulation d'hirudine dans les cellules, il est n^anmoins pr6t6r6, 
35 comme cela ressort de la description precedent©, de faire secreter I'hirudine dans le milieu, soit sous forme 
mature, sort sous forme d'un precurseur qui devra etre processe in vitro. 

Cette maturation peut se faire en plusieurs etapes. Tout d'abord, il peut etre necessaire de diver 
certains elements provenant de la traduction de la sequence l^ce clivage sera effect^ au niveau de la 
sequence correspondant a S d . Comme cela a ete indique precedemment, I'hirudine mature peut etre 
40 precedee d'une methionine qui sera coupee selectivement par le bromure de cyanogene. Ce procede est 
utilisable parce que la sequence codante de I'hirudine ne comprend pas de methionine. 

II est egalement possible de prevoir a I'extremite N le dipeptide Lys-Arg qui est coupe en COOH par 
une endopeptidase specifique ; cette enzyme etant active dans le processus de secretion, on peut done 
obtenir ainsi directement la proline mature dans le milieu. Mais, dans certains cas, il peut etre necessaire 
45 de prevoir un clivage enzymatique apres secretion en ajoutant une enzyme specifique. 

Dans certains cas, en particulier apres un traitement au bromure de cyanogene, il peut etre necessaire 
de renaturer la proteine en recreant les ponts disulfures. Pour ce faire, le peptide est denature, par exemple 
au chlorhydrate de guanidinium, puis renature en presence de glutathion reduit et oxyde. 

Enfin , I'invention concerne I'hirudine obtenue par les procedes selon I'invention. 
so D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaftront a la lecture des exemples 
ct-apres. 

Sur les figures annexees : 

la figure 1 represent© la sequence nucieotidique du fragment du cADN de I'hirudine clonee dans 
pTG 717 ; 

65 la figure 2 represent© la sequence nucieotidique du precurseur de la pheromone sexuelle a ; 
la figure 3 schematise la construction de pTG834 ; 
la figure 4 schematise la construction de pTG880 ; 
la figure 5 schematise la construction de pTG882 ; 
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schematise la construction de M13TG882 ; 
schematise la construction de pTG874 ; 
schematise la construction de pTG876 
schematise la construction de pTGB81 
schematise la construction de pTG886 
schematise la construction de pTG897 ; 

represente une electrophorese sur gel d'acrylamide des proteines de PM > 1 000 
obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG886 et pTG897 ; 
represente une eiectrophor&se sur gel d'acrylamide des proteines de PM > 1 000 
10 obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG886 et pTG897 ; 

schematise la construction de pTG18)5 ; 

represente une electroplhorese sur gel d'acrylamide des proteines de PM > 1000 
obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG847 et pTG1805 ; 
est un schema comparant les sequences en aminoacides en aval du premier site de 
75 clivage (Lys-Arg) dans drfferentes constructions. 

Les sequences d'amino-acides et de nucleotides ne sont pas reprises dans la presente description pour 
ne pas I'alourdir mais en font explicitement partie. 
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Exemple 1 - Construction de pTG822 



Un fragment du cADN de I'hirudine HV-2 a ete extrait d'un gel apres digestion du plasmide pTG717 
avec Pstl puis digere a la fois par les enzymes Hinfl et Ahalll. L'enzyme Hinfl coupe en aval du premier 
codon de la sequence mature de I'hirudine HV-2. L'enzyme Aha lll coupe environ 30 paires de basesderrie- 
re (3') le codon stop de la sequence de I'hirudine. Le fragment HjnfhAhalll ainsi obtenu a ete isole sur gel 

25 d'agarose puis 6\u6 de ce gel. 

La sequence codant pour la proteine nature a ete introduite dans le vecteur pTG880. Le vecteur 
pTG880 est un derive du vecteur pTG838 (figure 3). Le plasmide pTG838 est identique a pTG833 sauf en 
ce qui concern e le site Bglll situe pres du terminateur de transcription du PGK. Ce site a ete supprime par 
Taction de remplissage de la polymerase Klenow pour donner pTG838. 

30 Le plasmide pTG833 est un plasmide navette levure -E. coli . Ce plasmide a ete congu pour exprimer 
des genes etrangers dans la levure. Les elements de base de ce vecteur (figure 3) sont les suivants : le 
gene URA3 comme marqueur de selection dans la levure, I'origine de replication du plasmide 2u de levure, 
le g&ne de resistance a I'ampicilline et I'origine de replication du plasmide pBR322 d' E. coli (ces deux 
derniers elements permettant la propagation et la selection de ce plasmide dans le colibacille), la region 

35 flanquante en 5 1 du gene PGK de levure avec la sequence codante de ce gene jusqu'au site Sail, le 
fragment Sall-Pvull de pBR322 et le terminateur du gene PGK (20). Ce plasmide a deja ete decrit dans la 
demands de brevet franpais n 9 84 07125 au nom de la Demanderesse deposee le 9 mai 1984. 

Le plasmide pTG880 a ete construit a partir de pTG838 (figure 4) par insertion d'une courte region 
polylinker (venant d'un bacteriophage M13) dans pTG838 coupe par EcoRI et Bglll, ce qui permet de placer 

40 une serie de sites de clonage. dans I'ordre : Bgl ll, Pst l, Hind lll, Bam HI, Sma l et EcoRI, immediatement 
apres la region 5' flanquant le gene PGK de levure. L'ADN du plasmide pTG880 a ete digere avec Bglll et 
Sma l, et le grand fragment issu de cette digestion a ete isole et elue d'un gel. Le fragment Hinfl/Ahalll de 
pTG717, qui contient la majeure partie de ia sequence codante de I'hirudine HV-2 a ete melange avec du 
pTG880 digere en meme temps que 3 oligonucleotides synthetiques (figure 5) destines a reconstituer la 

45 region NH 2 -terminale de la sequence de I'hirudine, et qui relient le site Bglll du vecteur au site Hinfl du 
fragment contenant I'hirudine. Ce melange a ete soumis a un traitement de ligation puis a servi a 
transformer des cellules de E. coli . On a recupere le plasmide pTG882 dans des transformants. 

Ce plasmide a servi a transformer des cellules de levure dans le but de produire de I'hirudine sous le 
controle du promoteur PGK. Cependant, on n'a deceie aucune activite hirudine dans les extraits bruts des 

so cellules transformees avec ce vecteur. La raison de I'absence de production d'hirudine active n'est pas 
encore claire. Toutefois, la construction pTG882 a servi comme source de sequence codante d'hirudine 
pour les vecteurs de secretion de levure decrits ci-dessous. 



Exemple 2 - Construction de pTG886 et pTG897 

Tout d'abord, le fragment Bglll-EcoRI (230 bp) de pTG882 contenant la sequence de I'hirudine a ete 
transfers dans le bacteriophage M13mp8 (figure 6) entre les sites Bam HI et EcoRI. Ceci a donne le phage 
M13TG882 k partir duquel un fragment EcoRI -Hind lll (environ 245 bp) a pu etre isoie. Ce fragment contient 
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I'integralite de la sequence codante de I'hirudine HV-2, le site de fusion Bam HI/Bglll et des extremes 
conceives (Hind lll-EcoRI) permettant le clonage dans te vecteur de sgcrdtion de levure pTG881 (figure 9). 

Le plasmide pTG881 (10 kb) est un plasmide navette E. coM evure, se r^pliquant de mani&re autonome 
a la fois dans E. colj et dans les souches Saccharomyces cerevisiae , uvarum et carlbergensis . 
5 L'introduction de ce plasmide dans E. coli permet d'obtenir la resistance a I'ampicilline (et autres 
antibiotiques de type £-lactame). De plus, ce plasmide porte les genes LEU2 et URA3 de levure qui sont 
exprimes dans les souches de E. coli et de Saccharomyces. Done, la presence de ce plasmide dans E. coli 
ou dans Saccharomyces permet d'obtenir la complementation de souches deficientes en 0-isopropylmalate 
dehydrogenase ou en OMP decarboxylase, 
ro Le plasmide pTG881 est construit de la maniere suivante : 

Le plasmide de depart est le pTG848 (identique au pTG849 decrit dans le brevet frangais n* 83 15716 
a I'exception du gene ura3 dont I'orientation est inversee), il est constitue des fragments d'ADN suivants 
(figure 7) : 

1 ') Le fragment EcoRhHindlll d'environ 3,3 kb, en provenance du plasmide pJDB207 (18). Le site 
/5 Hind lll correspond a la coordonnee 105 du plasmide 2u forme B, le site Eco RI a la coord on nee 2243. 
Dans ce fragment se trouve le gene LEU2 insere par extension polydesoxyadenila- 
te/polydesoxythymidilate dans le site Pstl du fragment du 2u forme B (18). 

2 • ) Le fragment Hindlll du gfene URA3 (1 9). 

3 • ) Le grand fragment EcoRI (coordonnee 0)-Sall (coordonnee 650) de pBR322. Dans le site Pvu ll de ce 
20 fragment a ete insere le fragment EcoRI- Hind lM (dont les extremites ont ete prealablement rendues 

tranches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides) de 510 paires de bases et 
correspondant a la fin du g&ne PGK (20). L'extr6mH£ EcoRI arasee du g&ne PGK lorsque jointe a 
I'exbi£mit6 Pvull de pBR322 r6g£n£re un site EcoRI. 
4') Le fragment Hindlll-Sall (2,15 kb) du gfene PGK (20). 
25 Le plasmide pTG848 a £t£ coup£ par Hind lll, les extremes des deux fragments ainsi liberes sont 
rendues tranches par trartement a la Klenow en presence des 4 desoxyribonucleotides. Les deux fragments 
sont mis en ligation et, avant transformation, ce melange de ligation est soumis a Taction de Hind lll, ce qui 
permet d'eliminer toute forme de plasmide ayant conserve un (ou deux) site Hind lll. On transforme la 
souche E, coli BJ5183 (pyrF) et on sSlectionne les transform^ pour la resistance a I'ampicilline et pour le 
so caractere pyr + . On obtient ainsi le plasmide pTG874 (figure 7) ou les deux sites Hind lll sont supprimes, 
I'orientation du gene URA3 donnant lieu a une transcription dans la memo orientation que celle du gene de 
la phosphoglycerate kinase (PGK). 

Le plasmide pTG874 est coup6 par Smal et Sail, le fragment de 8,6 kb est ensuite isol£ a partir d'un 
gel d'agarose. Le plasmide pTG864 f qui comprend le fragment EcoRI-Sall (environ 1,4 kb) du g&ne MFa1 
35 clone dans les mimes sites de pBR322, est coupe par EcoRI. Les extremites du plasmide ainsi linearise 
sont rendues tranches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides. Une digestion par I'enzyme 
Sai l est ensuite effectuee et le fragment EcoRI (extremite franche)-Sall correspondant au gene MFa1 est 
\so\6. Ce dernier fragment est mis en ligation avec le morceau Sma l-Sall (8,6 kb) du pTG874 pour donner 
ainsi le plasmide pTG876 (figure 8). 
40 Afin de supprimer le site Bglll proximal de la sequence du promoteur MFa1 , une digestion partielle par 
Bgl ll du plasmide pTG876 a ete suivie par Taction de la Klenow en presence des 4 desoxyribonucleotides. 
Le nouveau plasmide obtenu, pTG881 (figure 9), permet I'insertion de sequences codantes etrangeres entre 
le premier site Hind lll du gene MFa1 et le site Bglll de la fin du gene PGK. 

Lorsque la fusion au she Hind lll de I'ADN codant Stranger permet d'obtenir une traduction dans la 
45 meme phase de lecture, la proteine hybride obtenue comprend les parties pre-pro de la ph^romone a. 

Le clonage dans pTG881 du fragment Hind 1 1 1- EcoRI qui porte le gene de I'hirudine conduit au plasmide 
pTG886 (figure 10). Une fois le clonage realise, on se trouve avec un site Bglll en aval du fragment, ce qui 
permet de ressortir le fragment sous forme Hjnfl-Bglll, le site Hinfl etant le meme que celui utilise plus haul 
Bgl ll Aant unique dans pTG88l, il est trfcs facile de reconstituer l'extr£mit£ 5' de la sequence codante de 
so I'hirudine en utilisant 3 oligonucleotides reconstituant la sequence 5' de I'hirudine et permettant la lecture 
en phase de la sequence pre-pro de la pheromone a suivie de la sequence mature de I'hirudine. 
Ce nouveau plasmide est appele pTG897 (figure 11). 

Example 3 - Expression de Thirudine par les levures 

55 

L'ADN de pTG897 a servi a transformer une levure TGY1sp4 (Mate , ura3 - 251 - 373 - 328. his3 - 11- 
15) en ura + selon une technique deja decrite (21). 
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Une colonie transformee a ete repiquee et a servi a I'ensemencement de 10 ml de milieu minimum 
plus casaminoacides (0,5 %). Aprfcs 20 heures de culture, les cellules ont 6\6 centrifugees, le surnageant 
dialys£ contre de I'eau distillde et concentre par Evaporation (centrifugation sous vide). 

En paraJlele, on a traite de la meme fagon une culture de TGY1sp4 transformee par pTG886 et une 
5 culture de TGY1sp4 transformee par un plasmide ne portant pas de sequence pour I'hirudine (TGY1sp4 
pTG856). Les culots sees ont ete repris dans 50 ul d'eau et 20 ul ont ete bouillis en presence de SDS 2,8 
% et mercaptoethanol 100 mM puis deposes sur un gel d'acrylamide-SDS (15 % acrylamide; 0,1 % SDS) 
(22). Apres fixation et coloration au bleu de Coosmassie, on peut deceler des polypeptides qui s'accumu- 
lent dans les surnageants des cultures de TGY1sp4/pTG886 et TGY1sp4/pTG897 et qui sont absents dans 
10 le surnageant de la culture controle (figure 12). De plus, ces series de peptides supplementaires se 
marquent fortement a la cysteine 35 S f comme on peut s'y attendre pour des peptides d'hirudine, cette 
molecule etant tres riche en cysteine (figure 10). 

Les Electrophoreses presentees dans les figures 12 et 13 ont ete realisSes comme suit : 

Pour la figure 12, les extraits ont ete prepays de la fapon suivante : 10 ml de milieu minimum (Yeast 
75 Nitrogen Base Difco sans acide amine (6,7 g/l) glucose (10 g/l) supplement^ en casamino-acides 0,5 %, ont 
ete ensemences avec differentes souches et cultives pendant 20 heures (phase stationnaire). Les cellules 
ont ete centrifugees, le surnageant dialyse contre de I'eau (minimum de retention : PM 1 000) puis seche 
par centrifugation sous vide. Les Echantiilons sont alors repris avec 50 ul de tampon de charge, dont 20 
sont traites comme decrit precedemment et deposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'acrylamide, 0,1 % 
20 SDS) (22). 

Les souches utilisees sont : 

. puits 2 : TGY1sp4 transform^ par un plasmide ne contenant pas la sequence de I'hirudine (controle); 
. puits 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG886; 
. puits 4 : TGY1sp4 transform^ par pTG897; 
25 . puits 1 : dans le puits 1 on a depose les marqueurs de reference (LMW Kit de Pharmacia; de haut en 
bas : 94 000, 67 000, 43 000, 30 000, 20 100, 14 000). 
Les bandes sont revelees par la coloration au bleu de Coomassie R-250. 

Pour la figure 13, les extraits ont ete prepares comme suit : 100 ml de milieu minimum + histidine 40 
ug/ml ont 6te ensemences avec differentes souches pour des cultures de nuit. Lorsque la density cellulaire 
30 atteint environ 5.10 6 (phase exponentielle de croissance) 40 ul de cysteine ^S (9,8 mCi/ml : 1015 
Ci/mmol.) sont ajoutes a chaque culture. Apres 10 minutes, les cellules sont centrifugees, reprises dans 10 
ml de milieu complet (30 *C) et incubees a 30*C sous agitation. Apres 3 heures, les 10 ml de surnageant 
sont dialysis contre de I'eau et concentres jusqu'a un volume de 0,5 ml comme dEcrit pour la figure 12. 
Environ 35 000 cpm (40 u\) sont deposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'acrylamide, 0,1 % SDS). Les 
35 bandes de proteines sont visualisees apres fluorographic. 
Les souches utilisees sont ; 

. puits 2 : TGY1sp4 transforms par un plasmide ne contenant pas la sequence de I'hirudine; 
. puits 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG886; 
. puits 4 : TGY1sp4 transforme par pTG897; 
40 . puits 1 : dans le puits 1 on a depose des marqueurs dont les PM sont indiques (xlO 3 ). 

Cependant, quand les surnageants contenant ces polypeptides ont ete testes pour leur activite anti- 
thrombine, aucune activite n'a pu etre detectee. 

Dans le cas du polypeptide excrete par TGY1sp4 pTG886, on s'attend a ce qu'il subtsse les Stapes 
normales de clivage du prScurseur de la ph£romone or, ce qui donnerait une molecule d'hirudine allong^e 
45 de 8 amino-acides a son extrSmite NH 2 . II n'est done pas etonnant que le polypeptide s6cr£t£ par les 
cellules TGY1sp4 pTGB86 ne soit pas actif. 

Par contre, dans le cas du polypeptide secrete par TGY1 sp4/pTG897, on s'attend a ce que le 
polypeptide soit identique a la proteine naturelle et done actif. Plusieurs hypotheses peuvent rendre compte 
de I'absence d'activite : 

so 1 •) La maturation de la proteine n'est pas totale, il peut rester des residua Glu-Ala en Nhfe comme cela 
a ete decrit pourl'EGF (16). 

2*) La proteine n'est pas active car elle n'a pas la bonne conformation ou bien il y a dans le surnageant 
de culture des prolines ou des molecules de PM 1 000 qui inhibent l'activit£. 

3*) La proline n'est pas compete parce qu'elle a subi une prot^olyse intracellulaire et/ou extracellulai- 
55 re. 
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Exemple 4 - Activation par coupure au bromure de cyanogene 

Si la cause de ('absence d'activite est li^e k la presence des amino-acides supplementaires en NH 2 - 
terminalp il devrait etre possible de retrouver de ractivite en soumettarrt le peptide secrete par 

5 TGY1sp4/pTG886 au clivage par le bromure de cyanogfcne. En effet, ce reactif est specifique des residus 
methionine et la proteine fusionnee codee par pTG886 ne contient qu'une seule methionine. Cette reaction 
a ete effectuee de la maniere suivante : des levures contenant soit le plasmide pTGffiffi, soit un plasmide 
de controle ne comprenant pas d'insert hirudine, sont mises en culture dans 10 ml de milieu pendant 24 
heures. A ce moment, la culture atteint une density de 7 k 10.10 7 cellules. ml -1 . Le surnageant est $6par6 

w des cellules, dialyse intensivement centre de I'eau distillee puis lyophilise.La poudre seche est dissoute 
dans 1 ml d'acide formique a 70 % et une aliquote est utilises pour la determination du contenu en 
proteines totales (par la methode de coloration au bleu de Coomassie, avec les reactifs vendue par Biorad) ; 
le reste de la preparation est traH£ avec 1 ml de solution fratche de bromure de cyanogfene k 30 mg/ml 
dans Tacide formique, 70 %. 

75 Apres elimination de I'oxygene par un flux d'azote, les tubes sont incubes dans robscurite pendant 4 
heures, a temperature ambiante. Toutes les manipulations en presence de bromure de cyanogene sont 
effectuees avec des precautions appropriees et dans une hotte ventilee. La reaction de clivage par le 
bromure de cyanogene est arret£e par r addition de 10 volumes d'eau distillee puis la solution est 
lyophilisee. 

20 Les peptides dives sont redissous dans 10 ml d'eau distillee, et relyophilises deux fois. Pour terminer, 
les peptides sont dissous dans un petit volume d'eau distillee et une aliquote est utilises pour mesurer 
Tactivit^ antithrombine. Le reste de l'6chantillon est lyophilise" et soumis aux Stapes de renaturation decrites 
plus bas. 

Comme ractivite de I'hirudine depend de la presence de ponts disulfures dans la molecule (1), il 
25 semblait probable que le peptide dive au bromure de cyanogene devrait §tre renaturS correctement pour 
presenter une activite biologique. On a done soumis les peptides dives a une denaturation en GuHCI 5 M 
suivie d'une renaturation, selon un precede connu de I'homme de I'art 

En resume, les peptides lyophilises sont dissous dans 400 ul d'hydrochlorure de guanidinium (GuHCI) 
5 M en Tris HCI 250 mM, pH 9,0 ; ensuite on rend la solution 2 mM en glutathion rSduit et 0,2 mM en 
30 glutathion oxyde, dans un volume final de 2,0 ml (la concentration finale est 1,0 M GuHCI et 50 mM Tris). 

Apres 16 heures d'incubation a 23 *C dans robscurite, les echantillons sont dialyses pendant 24 heures 
contre 3 fois 2 I de Tris HCI 50 mM, pH 7,5, NaCI 50 mM, a 23'C, et le dialysat final est clarifie par 
centrif ligation. 

On mesure ensuite I'activite antithrombine des surnageants. Le r^sultat de cette experience, pi^sente 
35 dans le tableau I, montre clairement une recuperation de ractivite antithrombine dans les surnageants des 
cellules infectees par le plasmide pTG886 alors qu'il n'y a pas d'activite avec le plasmide controle. 



TABLEAU I 



ACTIVITE ANTITHROMBINE DES SURNAGEANTS DE CULTURES DE LEVURES 


Plasmide 


Traitement du surnageant 


Activite U/ml 


Activite specifique U/mg 
de proteines initiates 


PTG886 


a) apr$s clivage avant renaturation 

b) apr£s clivage et renaturation 


<Q,3 
2,46 


102,5 


controle 


a) apres clivage avant renaturation 

b) apres clivage et renaturation 


<0,3 
< 0.15 


<5,6 



En conclusion, des cellules de levures portant un plasmide recombinant peuvent setter un peptide 
ayant I'activite biologique de I'hirudine, apr&s une reaction de clivage et renaturation. Ceci indique que la 
presence d'amlno-acides supplementaires en NH2-termlnal sufflralt h expliquer I'absence d'activite des 
polypeptides presents dans les cultures de TGYlsp4/pTG886 et peut«§tre aussi dans le cas des cultures de 
TGY!sp4/pTG897 (queues Glu-Ala). 
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Exempfe 5 - Introduction d'un nouveau site de coupure juste avant le premier amino-actde de la sequence 
codante de rhirudine HV-2 - plasmide pTG1805 

Dans la construction pTG897, il y a un risque que le peptide secrete garde des queues Glu-Ala en Nhfe, 
5 ce qui expliquerait ('absence d'activrte antithrombine de ce materiel. Si cette hypothese correspond a la 
realrte, il devrait etre possible de recuperer de Tactivite directement dans le surnageant en creant un site de 
coupure entre les residus Glu-Ala et le premier amino-acide de rhirudine HV-2 (Isoleucine). Ceci a ete 
realise en ajoutant une sequence codarrt pour le doublet LysArg, qui est le site de reconnaissance de 
Tendopeptidase impliquge dans la maturation du pr£curseur de la pheromone (figure 2). La construction a 
70 ete obtenue exactement comme decrit pour le plasmide pTG897, sauf en ce qui concerne la sequence de 2 
oligonucleotides de synthase (figure 14). Le plasmide resultant est appele pTG1805. Le plasmide a servi h 
transformer la souche TGY1sp4 en ura + . Le materiel secrete dans le surnageant a ete analyse sur gel 
d^lectrophorese comme decrit pre'c£demment et compart au materiel obtenu avec TGY1sp4/pTG897 
(figure 15). 
75 Les souches utilisees sont : 

. puits 1 : Marqueurs identiques a ceux de la figure 12; 
. puits 2 : TGY1sp4 transforme par pTG897; 
. puits 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG1805; 
. puits 4 : contrdle ne produisant pas d'hirudine. 
20 Les polypeptides specif ique de la souche TGY1 sp4/pTG1 805 migrent plus lentement que ceux 
specif iques de la souche TGY1sp4/pTG897. Ce resultat suggere que le nouveau site de clivage n'est pas 
utilise efficacement par Tendopeptidase correspondant. N£anmoins, le dosage de Phirudine dans le 
surnageant par activity biologique revile qu'une faible partie de ce materiel est actif, contrairement h ce qui 
est obtenu avec les cultures de TGY1sp4/pTG897, clairement inactif (tableau II). 

25 

TABLEAU II 



ACTIVITE ANTITHROMBINE DES SURNAGEANTS DE CULTURES DE LEVURES (10 ml) 


Plasmide 


Activite specifique UAng 


Activite totale U (10 ml) 


pTG856 


non detectable 




pTG887 


non detectable 




PTG1805 


21 


2,0 



Exemple 6 - Nouvelle construction impliquant un nouveau site de coupure plus efficace permettant la 
liberation de rhirudine mature 

40 Dans la construction precedents (pTG897), on n'a obtenu que peu d'activite hirudine dans le surna- 
geant vraisemblablement parce que le deuxieme site de clivage destine a liberer de rhirudine mature est 
reconnu avec peu d'efficadte. On a done realise une nouvelle construction destines a rendre ce site 
additionnel de clivage plus susceptible a Tendopeptidase en lui ajoutant, en amont, une sequence des 3 
acides amines Ser Leu Asp qui est naturellement pr£sente en amont du premier doublet LysArg (figures 2 

45 et 16). 

La technique utilisee est la meme que celle decrite precedemment sauf en ce qui concerne les 
oligonucleotides dont les sequences sont reportees ci-apres : 



so 26-mere 15-mere 

5 1 -AGCTTCTTTGGATAAAAGAATTACGT^TACAGACTGCACAG 1 

^GAAACCTATTTTCnAATGCATATGTCTGACGTGTCnA, 
40~mere 
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La sequence en amino-acides dans la region du clivage est reportee figure 13. Lb plasmide correspon- 
dent est appele* pTG1818 et ne drffere de pTG1805 que par I'insertion des nucleotides 5'-1TG GAT AAA 
correspondant aux codons Ser-Leu-Asp. 

L'activite dosee dans les sumageants des cultures TGY1sp4 pTG1818 suivant les conditions standards 
5 deja decrites est d'environ 200 unites pour 10 ml de culture, soit environ 100 fois superieure a celle trouvee 
dans I'exemple precedent il est a noter que le dosage peut se faire avec 10 ul de milieu de culture non 
concentre. 

Exemple 7 - Construction aboutissant £ la synthase d'un pr6curseur d^pourvu de sequences Glu-Ala-Glu- 
w Ala 

Dans les deux exemples precedents, on a montre que I'addition d'un nouveau site Lys Arg juste en 
amont du dSbut de la sequence mature de I'hirudine permettait de libeVer du materiel actif dans le 
surnageant Cependant, dans ces exemples, si la coupure du prtscurseur se fait au premier site Lys Arg 
75 (distal par rapport au debut de la sequence mature), on peut obtenir dans le milieu de culture un 
contaminant plus lourd, inactif, correspondant a des chaTnes d'hirudine allongees a I'extremite NH2. Ceci 
est particulierement clair dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1805 oD le contaminant inactif est 
majoritaire. Cela reste egalement plausible dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1818 oD le contaminant 
inactif n'est pas majoritaire mais pourraft etre present, comme decrrt par d'autres dans le cas de I'EGF (15). 
20 Pour eviter cette perte de rendement que represente la synthese de materiel inactif, on a decide de 
proceder a une nouvelle construction, celle-ci aboutissant a la synthese d'un precurseur qui ne differ© de 
celui synth£tis6 par les cellules TGY1sp4 pTG897 que par I'absence de la sequence Glu Ala Glu Ala, entre 
le site de coupure Lys Arg et le premier amino-acide de la sequence mature de I'hirudine. 

Les souches suivantes ont 6\6 d6pos£es & la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
26 (CNCM) de I'lNSTITUT PASTEUR. 28 rue du Docteur-Roux, PARIS 15eme. le 30 avril 1985 : 

. TGY1sp4 pTG1818 : Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Mate ura3-251 -373-328-his 3-11- 

15) transformed en ura + par un plasmide pTG1818 ; Depot n • I 441. 
. TGY1sp4 pTG886 : Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Mate ura3-251 -373-328-his 3-11- 
15) transformee en ura + par un plasmide pTGB86 ; DSpot n • I 442. 

30 

REFERENCES 

1. BAGDY D., BARABAS E., GRAF L. PETERSEN T.E. et MAGNUSSON S. (1976) Methods in 
Enzymology part B, vol. 45, pp. 669-678. 
35 2. MARKWARDT F. (1970) Methods in Enzymology, ed. Perl man G.E. et Lorand L, Academic Press., 
vol. 19, pp. 924-932. 

3. MARKWARDT F., HAUPTMANN J., NOWAK G., KLESSEN Ch. et WALSMANN P. (1982) Thromb. 
Hemostasis (Stuttgart) 47, 226-229. 

4. WALSMANN P. et MARKWARDT F. (1981) Die Pharmazie 10, 653^660. 

40 5. KLOSS Th. et MITTMANN U. (1982) Longenbecks Arch. Chirurg. 358. 548. 

6. ISHIKAWA A., HAFTER R., SEEMULLER U., GOKEL J.M. et GRAEFF M. (1980) Thrombosis Research 
19, 351-358. 

7. MARKWARDT F., NOWAK G., STURZE BECKER J., GREISBADI U., WALSMANN P. et VOGEL G. 
(1984) Thromb. Hemostasis (Stuttgart) 52, 160-163. 

45 8. NOWAK C. et MARKWARDT F. (1980) Expt Path. 18. 438-443. 

9. MARKWARDT F., NOWAK G., STURZENBECKER J., GREISSBACK U., WALSMANN P. et VOGEL G. 
(1984) Thromb. Hemostasis 52, 160-163. 

10. SUTOR A.H., KNOP S. et ADLER D. (1981) Kontrolle Antithrombotica, 23rd Symp. Blutgerinnung, 
Hamburg, pp. 117-123. 

so 11. PETERSEN T.E., ROBERTS H.R., SOTTRUP- JENSEN L, MAGNUSSON S. et BADGY D. (1976) 
Protides Biol. Fluids, Proc. Colloq. vol. 23, pp. 145-149. 

12. CHANG J-Y. (1983) Febs Lett. 164, 307-313. 

13. BASKOVA LP., CHERKESOVA D.U. et MOSOLOV V.V. (1983) Thromb. Res. 30, 459-467. 

14. BUSSEY H., SAVILLE D., GREENE D. et al. (1983) Mol. Cell. Biol. 3, 1362-1370. 

55 15. BRAKE A.J., MERRYWEATHER J.P., COIT D.G., HEBERLEIN U.A., MARIARZ F.R.. MULLENBACH 
G.T., URDEA M.S., VALENZUELA P. et BARR P.J. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 4642-4646. 

16. BITTER G.A., CHEN K.K., BANKS A.R. et LAI P.H. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA fN. 5330-5334. 

17. KURJAN J. et HERSKOWITZ I. (1982) Cell 30, 933-943. 



12 



EP 0 200 655 B1 



18. BEGGS J. (1981) Genetic Engineering 2, 175-203. 

19. BACH M.U LACROUTE F. el BOTSTEIN D. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76. 386-390. 

20. HITZEMAN RA, HAGIE E.F., HAYFFUCK J.S. et al. (1982) Nucleic Acids Res. 10, 7791-7808. 

21. ITO H„ FUKUDA Y., MURATA K. et KIM LIRA A. (1983) J. Bacterid. 153, 163-168. 
5 22. LAEMMLI V.K.C. (1 970) Nature 227, 680-685. 

Revendlcatlons 

Revendlcatlons pour les Etats contractants sulvants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

10 1. Levure transformee par un bloc fonctionnel d'ADN, integre dans un plasmide comportant une origins de 
replication dans la levure, ou integre dans un chromosome de ladite levure, caraeterisee en ce que ledit 
bloc comporte au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour rhirudine, I'un de ses variants ou un pr^curseur de ceux-ci 
(g&ne H). 

15 - une sequence leader (UJ comportant les elements necessaires pour obtenir Texcretion du 

produit du gene, 

- une sequence d'ADN (S, r ) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure. 

20 2. Levure transformee selon la revendication 1, caraeterisee en ce que ledit bloc fonctionnel comporte au 
moins les sequences suivantes, depuis I'extremite 5' jusqu'a Textremite 3' ; 

- une sequence (S tr ) comportant les signaux assurant la transcription du gfcne H par la levure, 

- une sequence leader (UJ comportant les elements necessaires pour obtenir TexcnStion du 
produit du gfene, 

2S - le g&ne codant pour i'hirudine, Tun de ses variants ou un pnlcurseur de ceux-ci, 

- le gene codant pour I'hirudine ou Tun de ses variants ou precurseurs de ceux-ci precede d'un 
site de clivage S d . 

3. Levure selon I'une des revendications 1 et 2, caraeterisee en ce que la sequence L^ est celle de la 
30 pheromone sexuelle alpha de levure. 

4. Levure selon I'une des revendications 1 a 3, caraeterisee en ce que la sequence leader comporte le 
fragment pie de la pheromone sexuelle alpha de levure. 

35 5. Levure selon Tune des revendications 1 a 4, caraeterisee en ce que le bloc comporte la sequence pre- 
pro de la pheromone sexuelle alpha de levure k Textremite 5' du gene H. 

6. Levure selon I'une des revendications 1 k 5, caraeterisee en ce que le g&ne H est suivi d'une sequence 
de terminateur de levure. 

40 

7. Levure selon la revendication 6, caraeterisee en ce que la sequence de terminateur de levure est celle 
du gene PGK. 

8. Levure selon I'une des revendications 1 & 7, caraeterisee en ce que le site de clivage est le dipeptide 
45 Lys-Arg. 

9. Levure selon I'une des revendications 1 a 7, caraeterisee en ce que le bloc fonctionnel est integre dans 
un plasmide comportant au moins une origine de replication dans les levures. 

50 10. Levure selon la revendication 9, caraeterisee en ce que I'origine de replication est celle du plasmide 
2U. 

11. Levure selon I'une des revendications 9 et 10, caraeterisee en ce que le plasmide comporte, en outre, 
un caract&re de selection. 

55 

12. Levure selon la revendication 11, caraeterisee en ce que le caractere de selection est donne par le 
gene URA3. 
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13. Levure selon I'une des revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une levure du genre 
Saccharomyces . 

14. Levure selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'elle presente le type sexuel Matalpha . 

5 

15. Levure selon I'une des revendications 12 a 14, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une souche de S. 
cerevisiae . 

16. Procede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure selon I'une des revendications 1 & 15 
ro sur un milieu de culture et recuperation de I'hirudine produite dans le milieu de culture. 

17. Procede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure, caracterise en ce que : 

a) on cuWve sur un milieu de culture une souche de levure comportant un bloc fonctionnel d'ADN 
porte par un plasmide ou integr^ dans un chromosome de ladite levure, caracterise en ce qu'il 

rs comports au moins la sequence : 

— S tr — Lex— Sd—gene H— ter 

. Si r est une sequence d'ADN comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure, 

. Lex est une sequence leader permettant d'obtenir I'excretion de I'hirudine mature ou sous 
20 forme d'un precurseur de I'hirudine maturable in vitro, 

. S d est un signal d'ADN codant pour un site de clivage choisi parmi ATG et les sequences 
codant pour Lys-Arg ; 

b) on recup&re I'hirudine produite dans le milieu de culture sous forme mature ou sous forme d'un 
precurseur de I'hirudine maturable in vitro. 

25 

1& Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que la sequence S cr gene H comporte une 
sequence codant pour la sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

19. Circuit sanguin extracorporel, caracterise en ce qu'au moins une partie du circuit en contact avec le 
30 sang presente une surface neutre d'hirudine obtenue par un procede selon I'une des revendications 15 

a 18. 

20. Composition anticoagulante, caracterisee en ce qu'elle comporte des levures selon I'une des revendica- 
tions 1 h. 15 h. trtre d'agent librant de I'hirudine. 

35 

21. Composition pour la visualisation de la formation d'un caillot sanguin, caracterisee en ce qu'elle est 
constituee par de I'hirudine marquee obtenue par un procede selon I'une des revendications 15 a 18. 

Revendications pour I'Etat contractant sulvant : AT 

40 

1. Procede de preparation d'une levure transformee, caracterisee en ce que ladite levure est transformee 
par un bloc fonctionnel d'ADN, integre dans un plasmide comportant une origine de replication dans la 
levure, ou integre dans un chromosome de ladite levure, ledit bloc comportant au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour I'hirudine, I'un de ses variants ou un precurseur de ceux-ci 
45 (gfcne H), 

- une sequence leader (Lex) comportant les elements necessaires pour obtenir I'excretion du 
produit du gene, 

- une sequence d'ADN (St P ) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure. 

so 

2. Procede selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit bloc fonctionnel comporte au moins les 
sequences suivantes, depuis I'extremite 5' jusqu'a I'extremite 3' : 

- une sequence (S tr ) comportant les signaux assurant la transcription du gfcne H par la levure, 

- une sequence leader (Lex) comportant les elements necessaires pour obtenir I'excretion du 
55 produit du gene, 

- le gene codant pour I'hirudine, Pun de ses variants ou un precurseur de ceux-ci, 

- le gene codant pour I'hirudine ou I'un de ses variants ou precurseurs de ceux-ci precede d'un 
site de clivage S d . 
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3. Procede selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la sequence L„ est celle de la 
pheVomone sexuelle alpha de levure. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence leader comporte le 
s fragment pre de la pheromone sexuelle alpha de levure. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le bloc comporte la sequence pre- 
pro de la pheromone sexuelle alpha de levure a I'extremite 5' du gene H. 

10 6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5. caracterise en ce que le gene H est sum d'une 
sequence de terminateur de levure. 

7. Procede" selon la revendication 6, caracterise en ce que la sequence de terminateur de levure est celle 
du gene PGK. 

f5 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le site de clivage est le dipeptide 
Lys-Arg. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le bloc fonctionnel est integre 
20 dans un plasmide comportant au moins une origine de replication dans les levures. 

10. Process selon la revendication 9, caracterise en ce que I'origine de replication est celle du plasmide 
2u. 

25 11. Procede selon Tune des revendications 9 et 10, caracterise 1 en ce que le plasmide comporte, en outre, 
un caractere de selection. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que le caractere de selection est donne par le 
gene URA3. 

30 

13L Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il s'agit d'une levure du genre 
Saccharomyces . 

14. Procede selon la revendications 13, caracterise* en ce qu'il presents le type sexuel Matalpha . 

35 

15. Precede selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souche de S. 
cerevisiae . 

16. Procede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure selon I'une des revendications 1 a 15 
40 sur un milieu de culture et recuperation de I'hirudine produite dans le milieu de culture. 

17. Procede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure, caracterise en ce que : 

a) on cultive sur un milieu de culture une souche de levure comportant un bloc fonctionnel d'ADN 
porte* par un plasmide ou intggre' dans un chromosome de ladite levure, caracterise en ce qu'il 

45 comporte au moins la sequence : 

— Sir— Lex—Scr- gene H— ter 

. S tr est une sequence d'ADN comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure 

. ^ est une sequence leader permettant d'obtenir rexcreton de I'hirudine mature ou sous 
so forme d'un precurseur de I'hirudine maturable in vitro, 

. S G | est un signal d'ADN codant pour un site de clivage choisi parmi ATG et les sequences 
codant pour Lys-Arg ; 

b) on recupere I'hirudine produite dans le milieu de culture sous forme mature ou sous forme d'un 
precurseur de I'hirudine maturable in vitro. 

55 

la. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que la sequence Sd-gene H comporte une 
sequence codant pour la sequence Lys-Arg-lle-Thr. 
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19. Utilisation de I'hirudine obtenue par le precede des revendications 15 a 18 pour preparer un circuit 
sanguin extracorporel, caract£ris£ en ce qu'au moins une partie du circuit en contact avec le sang 
preseme une surface neutre de ladite hirudine. 

2a Utilisation d'une levure selon Tune des revendications 1 a 15 a titre d'agent liberant de rhirudine pour 
la preparation d'une composition anticoagulante. 

21. Utilisation de I'hirudine marquee obtenue par un procede selon Tune des revendications 15 a 18 pour 
la preparation d'une composition pour la visualisation de la formation d'un caillot sanguin. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Yeast transformed by a functional DNA block integrated in a plasmid containing an origin of replication 
in yeast, or integrated in a chromosome of the said yeast, characterized in that the said block contains 
at least: 

- a DNA sequence coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these (H gene), 

- a leader sequence (UJ containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

- a DNA sequence (S tr ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by 
yeast 

Z Transformed yeast according to Claim 1, characterized in that the said functional block contains at least 
the following sequences, from the 5' end to the 3' end: 

- a sequence (S lr ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by yeast, 

- a leader sequence (Lex) containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

- the gene coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these, 

- the gene coding for hirudin or one of its variants or precursors of these, preceded by a cleavage 
site S d . 

a Yeast according to either of Claims 1 and 2, characterized in that the sequence Lex is that of the alpha 
sex pheromone of yeast. 

4. Yeast according to one of Claims 1 to 3, characterized in that the leader sequence contains the pre 
fragment of the alpha sex pheromone of yeast. 

a Yeast according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the block contains the prepro sequence 
of the alpha sex pheromone of yeast at the 5' end of the H gene. 

6. Yeast according to one of Claims 1 to 5, characterized in that the H gene is followed by a yeast 
terminator sequence. 

7. Yeast according to Claim 6, characterized in that the yeast terminator sequence is that of the PGK 
gene. 

a Yeast according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the cleavage site is the dipeptide Lys- 
Arg. 

a Yeast according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the functional block is integrated in a 
plasmid containing at least one origin of replication in yeasts. 

10. Yeast according to Claim 9, characterized in that the origin of replication is that of the 2u plasmid. 

11- Yeast according to one of Claims 9 and 10, characterized in that the plasmid contains, in addition, a 
selectable character. 

12. Yeast according to Claim 11, characterized in that the selectable character is given by the URA3 gene. 
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1a Yeast according to one of Clams 1 to 12, characterized in that it is a yeast of the genus Sac- 
charomyces . 

14. Yeast according to Claim 13, characterized in that it possesses the Matalpha mating type. 

5 

15. Yeast according to one of Claims 12 to 14, characterized in that it is a strain of S. cerevisiae . 

16. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast according to one of Claims 1 to 15 in a culture 
medium and recovery of the hirudin produced in the culture medium. 

10 

17. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast, characterized in that: 

a) a yeast strain containing a functional DNA block carried by a plasmid or integrated in a 
chromosome of the said yeast is cultured in a culture medium, characterized in that the DNA block 
contains at least the sequence: 

15 — St,— Lex— Scr-H gene— ter 

• S tr is a DNA sequence containing the signals which provide for transcription of the H gene by 
yeast, 

• is a leader sequence enabling the excretion of hirudin, mature or in the form of a hirudin 
precursor which can be matured in vitro, to be obtained, 

20 ♦ S cf is a DNA signal coding for a cleavage site chosen from ATG and the sequences coding for 

Lys-Arg; 

b) the hirudin produced is recovered in the culture medium in mature form or in the form of a hirudin 
precursor which can be matured in vitro. 

25 1a Process according to Claim 17, characterized in that the sequence S^-H gene contains a sequence 
coding for the sequence Lys-Arg-lte-Thr. 

19. Extracorporeal blood circuit, characterized in that at least part of the circuit in contact with the blood 
possesses a neutral surface of hirudin obtained by a process according to one of Claims 16 to 18. 

30 

20. Anticoagulant composition, characterized in that it contains yeasts according to one of Claims 1 to 15 
as an agent which liberates hirudin. 

21. Composition for visualizing the formation of a blood clot, characterized in that it consists of labelled 
35 hirudin obtained by a process according to one of Claims 16 to 18. 

Claims for the following Contracting Stale : AT 

1. Process for preparing a transformed yeast, characterized in that the said yeast is transformed by a 
40 functional DNA block integrated in a plasmid containing an origin of replication in yeast, or integrated in 

a chromosome of the said yeast, the said block containing at least 

- a DNA sequence coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these (H gene), 

- a leader sequence (UJ containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

45 - a DNA sequence (S, r ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by 

yeast. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that the said functional block contains at least the 
following sequences, from the 5' end to the 3' end: 

so - a sequence (S tr ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by yeast, 

- a leader sequence (UJ containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

- the gene coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these, 

- the gene coding for hirudin or one of its variants or precursors of these, preceded by a cleavage 
55 site S C |. 

& Process according to either of Claims 1 and 2, characterized in that the sequence !_„ is that of the 
alpha sex pheromone of yeast 
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4. Process according to one of Claims 1 to 3. characterized in that the leader sequence contains the pre 
fragment of the alpha sex pheromone of yeast. 

5. Process according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the block contains the prepro 
5 sequence of the alpha sex pheromone of yeast at the 5' end of the H gene. 

6. Process according to one of Claims 1 to 5, characterized in that the H gene is followed by a yeast 
terminator sequence. 

w 7. Process according to Claim 6, characterized in that the yeast terminator sequence is that of the PGK 
gene. 

a Process according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the cleavage site is the dipeptide Lys- 
Arg. 

9. Process according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the functional block is integrated in a 
plasmid containing at least one origin of replication in yeasts. 

10- Process according to Claim 9, characterized in that the origin of replication is that of the 2u plasmid. 

20 

11. Process according to one of Claims 9 and 10, characterized in that the plasmid contains, in addition, a 
selectable character. 

12. Process according to Claim 11, characterized in that the selectable character is given by the URA3 
25 gene. 

13. Process according to one of Claims 1 to 12, characterized in that the yeast in question is of the genus 
Saccharomyces . 

30 14. Process according to Claim 13, characterized in that the yeast possesses the Matalpha mating type. 

15. Process according to one of Claims 12 to 14, characterized in that the yeast in question is a strain of S. 
cerevisiae . 

35 16. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast according to one of Claims 1 to 15 in a culture 
medium and recovery of the hirudin produced in the culture medium. 

17. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast, characterized in that 

a) a yeast strain containing a functional DNA block carried by a plasmid or integrated in a 
40 chromosome of the said yeast is cultured in a culture medium, characterized in that the DNA block 

contains at least the sequence: 
— S tr — Lex — Scj — H gene — ter 

• S tr is a DNA sequence containing the signals which provide for transcription of the H gene by 
yeast, 

45 • Lex is a leader sequence enabling the excretion of hirudin, mature or in the form of a hirudin 

precursor which can be matured in vitro, to be obtained, 

• S d is a DNA signal coding for a cleavage site chosen from ATG and the sequences coding for 
Lys-Arg; 

b) the hirudin produced is recovered in the culture medium in mature form or in the form of a hirudin 
50 precursor which can be matured in vitro. 

1& Process according to Claim 17, characterized in that the sequence S c ,-H gene contains a sequence 
coding for the sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

55 19. Use of hirudin obtained by the process of Claims 15 to 18 for preparing an extracorporeal blood circuit, 
characterized in that at least part of the circuit in contact with the blood possesses a neutral surface of 
the said hirudin. 



18 



EP 0 200 655 B1 



20. Use of a yeast according to one of Claims 1 to 15 as an agent which liberates hirudin for the 
preparation of an anticoagulant composition. 

21. Use of labelled hirudin obtained by a process according to one of Claims 15 to 18 for the preparation of 
5 a composition for visualizing the formation of a blood clot. 

Patentansprtlche 

PatentansprUche fllr folgende Vertragsstaaten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NU SE 

10 1. Hefe, die transformiert worden ist durch einen funktionellen DNA-Block, der integriert ist in ein Plasmid, 
das einen Replikationsursprung in der Hefe aufweist, Oder integriert ist in ein Chromosom der 
genannten Hefe, dadurch gekennzeichnet, dafl der genannte Block umfaBt mindestens: 

- eine DNA-Sequenz, die fUr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen Vorlaufer desselben (Gen H) 
codiert, 

75 - eine Leader-Sequenz (Lex), welche die fdr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 

erforderlichen Elemente aufweist, und 

- eine DNA-Sequenz (S tr ) v welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch 
die Hefe gewahrleisten. 

20 2. Transformierte Hefe nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet daft der genannte funktionelle Block ab 
dem 5'-Ende bis zu dem 3'-Ende mindestens die folgenden Sequenzen aufweist: 

- eine Sequenz (S tr ), welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch die 
Hefe gewahrleisten, 

- eine Leader-Sequenz (UJ, welche die fUr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 
25 erforderlichen Elemente aufweist, 

- das Gen, das fdr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen Vorlaufer desselben codiert, und 

- das Gen, das fUr Hirudin Oder eine seiner Varianten Oder Vorlaufer desselben codiert, dem eine 
Schnittstelle S c) vorausgeht. 

30 3. Hefe nach einem der Ansprdche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz !_„ diejenige des 
orSexual-Pheromons von Hefe ist. 

4. Hefe nach einem der Ansprdche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB die Leader-Sequenz das 
Fragment ("pre" des a-Sexual-Pheromons von Hefe umfaBt. 

35 

5. Hefe nach einem der AnsprtJche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Block die Sequenz pre-pro 
des a-Sexual-Pheromons von Hefe an dem 5'-Ende des Gens H aufweist. 

6. Hefe nach einem der Ansprdche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB auf das Gen H eine Terminator- 
40 Sequenz von Hefe folgt 

7. Hefe nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Terminator-Sequenz von Hefe diejenige des 
Gens PGK ist. 

45 8. Hefe nach einem der Ansprdche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Schnittstelle (Spaltungsstel- 
le) das Dipeptid Lys-Arg ist. 

9. Hefe nach einem der Ansprdche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB der funktionelle Block in ein 
Plasmid integriert ist, das mindestens einen Replikationsursprung in den Hefen aufweist 

50 

10. Hefe nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Replikationsursprung derjenige des Plasmids 
2 u ist. 

11. Hefe nach einem der Ansprdche 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Plasmid auBerdem einen 
55 Selektionscharakter aufweist 

12. Hefe nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionscharakter durch das Gen URA3 
gegeben ist 
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13. Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB es sich dabei urn eine Hefe 
des Genus Saccharomyces handeft. 

14. Hefe nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB sie den SexuahTyp Matalpha darstelH. 

s 

15. Hefe nach einem der AnsprQche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB es sich dabei urn einen 
Stamm von S. cerevisiae handelt. 

16. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 
w 15 auf einem Kulturmedium und Gewinnung (Abtrennung) des in dem Kutturmedium gebildeten 

Hirudins. 

17. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe, dadurch gekennzeichnet, daB 
man: 

75 a) einen Hefe-Stamm, der einen funktionellen DNA-Block aufweist, der von einem Plasmid getragen 

wird Oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe, auf einem Kulturmedium kultiviert, 
wobei die Hefe dadurch charakterisiert ist, daB sie mindestens die Sequenz aufweist 
— S tr —U«~- Soi— Gen H— ter in der; 

. S tr steht fUr eine DNA-Sequenz, welche die Signale aufweist, welche die Transkription des 
20 Gens H durch die Hefe gewahrleisten, 

. Lex steht fdr eine Leader-Sequenz, welche die Erzielung der Exkretion von reifem Hirudin Oder 

in Form eines in vitro reifungsfShigen Vorlaufers des Hirudins erlaubt, 
. S d steht tor ein DNA-Signal, das fUr eine Schnittstelle codiert, die ausgewahlt wird aus ATG 
und den Sequenzen, die fdr Lys-Arg codieren; und 
25 b) das in dem Kulturmedium gebildete Hirudin in reifer Form Oder in Form eines in vitro reifungsfahi- 

gen Hirudinvorlaufers gewinnt (abtrennt). 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz S c! -Gen H eine Sequenz 
aufweist, die fUr die Sequenz Lys-Arg-lle-Thr codiert. 

30 

19. Extrakorporaler Blutkreislauf, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Teil des Kreislaufes, der mit 
dem Blut in Kontakt steht, eine neutrale Hirudin-Oberflache aufweist, die durch ein Verfahren nach 
einem der AnsprQche 15 bis 18 erhaHen worden ist 

35 20. Antikoagulans-Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie Hefen nach einem der AnsprUche 
1 bis 15 als Mrttel enthalt, das Hirudin freisetzt. 

21. Zusammensetzung zur Sichtbarmachung der Bildung eines Blutgerinnsels, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie aus dem markierten Hirudin besteht, das nach einem Verfahren nach einem der AnsprUche 15 
40 bis 18 erhalten worden ist. 

PatsntansprQche fUr folgenden Vertragsstaat : AT 

1. Verfahren zur Herstellung einer transformierten Hefe, dadurch gekennzeichnet. daB die genanne Hefe 
45 transformiert wird durch einen funktionellen DNA-Block, der integriert ist in ein Plasmid, das einen 
Replikationsursprung in der Hefe aufweist, Oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe, 
wobei der genannte Block umfaBt mindestens: 

- eine DNA-Sequenz, die fUr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen Voiiaufer desselben (Gen H) 
codiert, 

so - eine Leader-Sequenz (Lex), welche die fQr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 

erforderiichen Elemente aufweist, und 

- eine DNA-Sequenz (S tr ), welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch 
die Hefe gewShrleisten. 

55 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der genannte funktionelle Block ab dem 5'- 
Ende bis zu dem 3'-Ende mindestens die folgenden Sequenzen aufweist 

- eine Sequenz (S tr ). welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch die 
Hefe gewahrleisten, 
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- eine Leader-Sequenz (Lex), welche did fUr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 
erforderlichen Elemente aufweist, 

- das Gen, das fOr Hirudin, eine seiner Varianten oder einen Vorlaufer desselben codiert und 

- das Gen, das fUr Hirudin Oder eine seiner Varianten Oder Vorlaufer desselben codiert dem eine 
5 Schnittstelle S d vorausgeht. 

3. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daG die Sequenz Ux diejenige 
des a-Sexual-Pheromons von Hefe ist 

10 4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Leader-Sequenz das 
Fragment "pre" des a-Sexual-Pheromons von Hefe umfaflt. 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi der Block die Sequenz pre- 
pro des «-Sexual-Pheromons von Hefe an dem 5'-Ende des Gens H aufweist 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi auf das Gen H eine 
Terminator-Sequenz von Hefe fblgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft die Terminator-Sequenz von Hefe diejenige 
20 des Gens PGK ist. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die Schnittstelle (Spal- 
tungsstelle) das Dipeptid Lys-Arg ist. 

25 9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi der funktioneile Block in 
ein Plasmid integriert wird, das mindestens einen Replikationsursprung in den Hefen aufweist 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der Replikationsursprung derjenige des 
Plasmids 2 u ist. 

30 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, dafi das Plasmid aufterdem 
einen Selektionscharakter aufweist 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionscharakter durch das Gen 
35 URA3 gegeben ist. 

13L Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich dabei urn eine 
Hefe des Genus Saccharomyces handelt 

40 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dafi sie den SexuaHyp Matalpha darstellt. 

15. Verfahren nach einem der AnsprUche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet dafi es sich dabei urn einen 
Stamm von S. cerevisiae handelt. 

45 16. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 
15 auf einem Kulturmedium und Gewinnung (Abtrennung) des in dem Kulturmedium gebildeten 
Hirudins. 

17. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe, dadurch gekennzeichnet dafi 
50 man 

a) einen Hefe-Stamm, der einen funktionellen DNA-Block aufweist, der von einem Plasmid getragen 
wird oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe, auf einem Kulturmedium kultiviert 
wobei die Hefe dadurch charakterisiert ist, dafi sie mindestens die Sequenz aufweist: 
— S, r — Ux— S c) — Gen H— ter in der: 
55 . St, steht fUr eine DNA-Sequenz, welche die Signale aufweist, welche die Transkription des 

Gens H durch die Hefe gewahrleisten, 
. Lex steht fQr eine Leader-Sequenz, welche die Erzielung der Exkretion von reifem Hirudin oder 
in Form eines in vitro reifungsf§higen Vorlaufers des Hirudins erlaubt, und 
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. S d steht fOr ein DNA-Signal. das fUr eine Schnitlstelle codiert. die ausgewahlt wird aus ATG 
und den Sequenzen, die fOr Lys-Arg codieren; und 
b) das in dem Kulturmedium gebildete Hirudin in reifer Form Oder in Form eines in vitro reifungsfShi- 
gen Hirudinvorlaufers gewinnt (abtrennt). 

s 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz S cr Gen H eine Sequenz 
aufweist, die fUr die Sequenz Lys-Arg-lle-Thr codiert. 

19. Verwendung des nach dem Verfahren der AnsprUche 15 bis 18 erhattenen Hirudins zur Herstellung 
w eines extrakorporaJen Blutkreislaufes, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Teil des Kreislau- 

fes, der mit dem Blut in Kontakt steht. eine neutrale Hirudin-Oberflache aufweist. 

20. Verwendung einer Hefe nach einem der AnsprUche 1 bis 15 aJs Mittel, das Hirudin freisetzt, zur 
Herstellung einer Antikoagulans-Zusammensetzung. 

15 

21. Verwendung des nach einem Verfahren nach einem der AnsprUche 15 bis 18 erhaltenen markierten 
Hirudins zur Herstellung einer Zusammensetzung fur die Sichtbarmachung der Bildung eines Blutge- 
rinnsels. 
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1 21 
a) GCA ATC TCC GTG TCT CAA GCA 

' b> A I* He Cys Vol Ser Gin Ala 

Hinf I 

22 I 66 

a) ATT ACT TAC ACT CAT T6T ACA GAATCG GST CAA AAT TTG TGC C7C 

1 15 

b) He Thr Tyr Thr Asp Cya Thr Glu Ser Gly Gin Asn Leu Cys Leu 

c) Val Val ~ 



67 111 
TGC GAG GGA A8C AAT 0TT TGC GGT AAA GGC AAT AAG TGC ATA TTG 

Cys Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Lys Gly Asn Lye Cy* He leu 

24 

G {ri 



112 156 
GGT TCT AAT GGA AAG GGC AAC CAA TGT GTC ACT GGC GAA GGT ACA 

31 45 
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46 60 
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i 47 49 A 53 
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AAAAACATTTCCATAGCTAAKTATTTACCAATAAATAAATTAATTTTTC^TTGAATCT 



317 375 

CAATWTATTTACTCTCMTCATATrCASCTATn'ACCAATAAATAAATrAATTTTTCCA 



377 
TGA 

FIG.1 
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